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(54) Bezekhnong: ULTRAMKROEMULS IONEN AUS SPONTAN DISPERGIERBAREN KONZENTRATEN MTT PHARMAKOLO- 

GISCH WIRKSAMEN ESTERN VON APOCAROTTNOLEN 

(57) Abstract 

Described are ultramicrocniulsions from spontaneously dispersible concentrates with pharmacologically effective esters of apocaroti- 
nols, their use as drugs effective against tumors, psoriasis and eczemas, new esters with these apocarotinoU and methods for preparing 
them. 

(57) Zosammenfassmig ^ 

o 

Ultramikroemulsionen aus spontan dispergierbaren Konzentraten mit pharmakologisch wirksamen Estern von Apocarotinolen, deren 
Verwendung als Aaneimittel mit Wirksamkeit gegen Tumore, Psoriasis und Ekzeme, neue Ester mit diesen Apocaratinolen, soirie^ycrfahren 

zu ihrer Hersteilung werden beschrieben. ^ 1 
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ULTRAMIKROEMULSIONEN 
AUS SPONTAN DISPERGIERBAREN KONZENTRATEN 
MIT PHARMAKOLOGISCH WIRKSAMEN ESTERN VON 

APOCAROTINOLEN 

EINLEITUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft Ultramikroemulsionen aus spontan dls- 
pergierbaren Konzentraten mit Estern von Apocarotinolen, neue Ester mit 
Apocarotinolen, Verfahren zu ihrer Herstellung, sowie ihre Verwendung zur 
Behandlung von Tumoren, Psoriasis und Ekzemen. 

AusgewShlte Ester von Apocarotinolen haben Uberraschenderweise eine 
sehr gute Wirkung gegen Tumore, Psoriasis und Ekzeme, insbesonder 
dann, wenn sie in spontan dispergierbare Konzentrate eingearbeitet worden 
sind, welche mit Wasser verdunnt thermodynamisch stabile Ultramikr - 
emulsionen ergeben mit Mizellen, die einen hydrodynamischen Radius v n 
1,5 bis 3 nm aufweisen. Messungen wurden durchgefuhrt mit (dynamischer) 
quasielastischer Lichtstreuung am Institut fOr Polymere an der E.T.H., 
Zlirich (Prof.Dr. Pier Luigi LUISI und Prof.Dr. Peter SCHURTENBERGER). 

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Die flir die vorliegende Erfindung ausgewShlten Ester mit Apocarotinolen 
haben die Formeln (I) bis (IX) : 

O 
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CH 3 CH 




CH,— O— -C — R 



CH 



(VII) 



CH, CH 




8 CH 3 



(VIII) 



CH, CH 




CHO 



(IX) 



wobei in den Formeln (I) bis (IX) Ri eine Ci- bis C32-Alkyl-, eine C2- bis 
C32-Alkenyl-, bzw. Alkapolyen-, eine Cz- bis C32-Alkinylgruppe oder ein 
Radikal der Formeln (X), bzw. (XI) darstellt: 



CH 3 

R, — ( -C H=C H-C=C H-) 



(X) 



CH 



R, (_CH=CH-C=CH->— (-CH=CH-CH=C-)— CH=CH 

2 n I" 



CH 



(XI) 



worin n die Zahlen 1, 2, 3, 4 oder 5 bezeichnet und R2 fiir eines der Radi 
kale der Formeln 
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OCH. 




CH 3 
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CH, 




OH 



CH 3 



CH,CH, 



oco 




oc 



H, Oder 




CH, CH 3 
steht. 

Die Alkyl-. Alkenyl-, bzw. Alkapolyengruppen (d.h. die entsprechenden Alka- 
diene, Alkatriene, Alkatetraene, Alkapentaene, Alkahexaene Oder Alka- 
pentaene), sowie die Alkinylgruppen bei R1 konnen geradkettig oder ver- 
zweigt sein. 

Bevorzugt sind Verbindungen der Formeln (I) bis (IX), worin R1 eine C1- 
bis Cie-AlkyU, eine C2- bis Cis-Alkenyl-. bzw. Alkapolyen-, eine C2- bis 
Ci8-Alkinylgruppe oder ein Radikal der F rmeln (XII) und (XIII) bezeichnet : 



WO 95/16441 



PCI7CH94/00234 




(XII) 



CH 3 

(XIII) 

Besonders wichtig sind Verbindungen der Formeln (I) bis (IX), worin Ri eine 
C4- bis Cis-Alkyl- V eine C2- bis Ci8-Alkenyl* t bzw. Alkapolyen-, eine C2- bis 
Ci8-Alkinylgruppe oder ein Radikal der Formel (XII) darstellt. 

Die Verbindungen der Formeln (I) bis (IX) ktinnen in verschiedenen stereo- 
isomeren oder Drehformen vorliegen. Beispiele von Verbindungen der F r- 
meln (I) bis (IX) sind u.a.: 

8'-Apo-p-carotin*3-ol-10-undecenoat 

8'-Apo-p-carotin-3,8'-ol-dM0-undecenoat 

* 

3 , l 4*-Dihydro-2 , -apo-p-carotin-2-oM0-undecenoat 

p-Apo-1 2'-carotin-1 2'-ol-1 0-undecenoat 

P-Apo-KT-carotin-IO'-oMO-undecenoat 

p*Apo-8'-carotin-8'-ol-10-undecenoat 

p-Apo-8'-carotin*8'-o!-laurat 

P-Apo*8'-carotin-8'-ol-palmitat 

p-Apo-8'-carotin-8'-ol-10-stearat 

P-Apo-6'-carotin-6'-ol-10-undecenoat 

Azafrinyl-1 0-undecenoat 

Azafrinyl-laurat 

Azafrinyl-palmitat 

Azafrinyl-stearat 

Die neuen Verbindungen der Formeln (I) bis (IX) lassen sich allgemein nach 
folgenden, an sich bekannten Verfahren a) oder b) herstellen: 



1 
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a) Umsetzung iner Verbindung der F rmel (XIV) 



OOH 



(XIV) 



worin R3 fOr eine C1- bis C32-Atkyl-, eine C2- bis C32-Alkenyl- V bzw. 
Alkapolyen-, eine C2- bis C32-Alkinylgruppe oder ein Radikal der Formeln 
(X), Oder (XI) steht, mit N.W-Carbonyidiimidazol bei 0 bis 50 °C unter 
Schutzgaszuleitung und Zusatz einer kataiytischen Menge eines Alk h - 
lates in etnem indifferenten L&sungsmtttel und anschllessender Alkoh lyse 
der gebildeten Imidazoiide mit einer Verbindung der Formeln (XV) bis 
(XXIII): 




H,OH 



(XV) 

p-Apo-12'-carotin-12'-ol 

Totalsynthese: R. Riiegg et al., Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 



CH, CH 




CH 2 OH 



(XVI) 

p-Apo-KT-carotin-IO'-ol 

Totalsynthese: R. Rttegg et al. f Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 




CH 2 OH 



(XVII) 

p-Ap -8'-car tin-8'-ol 

Totalsynthese: R. Riiegg et al., Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 
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(XVIII) 

P-Apo-6 a -carotin-6'-ol 

Totalsynthese; R. RUegg et al. t Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 
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CH. CH 




CH 2 OH 



(XIX) 

p-Apo-4'-carotin-4'-ol 

Totalsynthese: R. Ruegg et al., Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 




(XX) 

p-Apo-2'-carotin-2'-ol 

Totalsynthese: R. Riiegg et al., Helv.Chim.Acta 42, 847-864 (1959) 




CH 2 OH 



H,OH 



(XXI) 

Azafrinol; (SR.eRJ-S.e-Dihydroxy-S.e-dihydro-IO'-apo-carotin-IO'-ol 
Totalsynthese: W. Eschenmoser und CH. Eugster, Helv.Chim.Acta §i, 822 
(1978). Merck-Index 11.911 



CH 9 CH 



A 




CH 2 OH 



(XXII) 

P-Citraurol; B-Citraurinol 

Synthese: H. Pfander et al., Helv.Chim.Acta 63, 716-727. (1980) 
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p-Citraurin; p-Citraurinin, Apo-2-Zeaxanthinal, (3R)-3-Hydroxy-8'-ap -p- 
carotin-8'-al 

Synthese: H. Pfander et al., Helv.Chim.Acta 63, 716, 1377 (1980). Merck-Index 
11.2326. 

b) Bildung des Chlorides, bzw. Bromides einer Verbindung der Formel (XIV) 



R 3 COOH 

(XIV) 

worin R3 fOr eine C1- bis C32-Alkyl- f eine C2- bis C32-Alkenyl-, bzw. 
Alkapolyen-, eine C2- bis C32-Alkinylgruppe Oder fUr ein Radikal der F r- 
meln (X) Oder (XI) steht, mit einem Chlorierungs- oder Brornierungsmittel, 
wle z.B. Thionylchlorid, Oxalylchlorid, und anschliessende Umsetzung mit 
einer Verbindung der Formeln (XV) bis (XXIII) bei einer Temperatur von 0 bis 
50 °C unter Schutzgaszuleitung, in einem indifferenten Losungsmittel, wie 
z.B. Toluol oder Tetrahydrofuran, und in Gegenwart eines Kata-tysat ren, 
wie z.B. Pyridin, Dimethylformamid oder p-Dimethylaminopyridin. 

c) Herstellung von Fettsaureestern von S'-Apo-p-carotln-S'-ol Im Wege des 
DIBAH-Verfahrens. 

Die Verbindung (XVII), d.h. der C30-Alkohol: 




(XVII) 

wurde bisiang hergestellt durch Reduktion von B'-Apo-p-carotin-S'-al mit 
UAIH4 in Ether. [R. RUegg, M. Montavon, G. Ryser, G. Saucy, G. Schwieter 
und O. Isler, Helv.Chim.Acta 1959, 42, 854]. Der C30-Alkohol wurde wie f Igt 
charakterisiert: instabile orange Kristaile mit Smp. 148-149 °C; Xmax 
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(Petrolether): 426, 453 nm; O-Acetylverbindung: orange Biattchen, Smp. 130- 
132 °C f Xmax (Petrolether): 426, 452 nm; leicht erfoigende Eliminati ns- 
reaktion bei Chromatographieversuchen an AI2O3. Andere, insbes. hohere 
Ester sind bisher nicht beschrieben worden. 

Das neue, ergiebige Herstellverfahren fur den C3o-Alkohol fiihrt Uber die 
Reduktion des S'-Apo-p-carotin-S'-sauremethylesters 




mittels DIBAH (Diisobutylaluminiumhydrid). 
C 3Q-Alkohol. 8 , »ADO>ft-carotln>8'>o1 

In einem trockenen 1 liter Dreihalskolben mit Einleitrohr fur Schutzgas, 
KUhler, MagnetrUhrer und Septum werden 3.0 g Methyl-8 v -Apo-p-carotin-8'- 
oat und 300 ml absoluter Oiethylether vorgelegt. Hierauf wird unter N2 auf 
-30 # C gekUhlt und dann 3,0 ml einer ca. 4,5 molaren Ldsung von DIBAH in 
Hexan mithilfe einer Spritze langsam zugetropft. Es tritt keine sichtbare 
Reaktion ein. Nun ISsst man das Gemisch ingsam auf RT kommen und 
kontrolliert die Vollst&ndigkeit der Reduktion mit UV/VIS-Spektren und DC. 
Wenn noch nicht aller Ester reduziert ist f wird erneut auf -30 °C gekUhlt und 
die bendtigte Menge DIBAH zugefUgt; etc. Ein Uberschuss an DIBAH ver- 
ringert die erreichbare Ausbeute an C3o-Alkohol betrachtlich. 
Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf 0 *C gekUhlt, dann mit 5 ml Essig ster 
versetzt und schliesslich vorsichtig solange mit kleinen EisstUckchen 
versetzt, bis kein Aufschaumen mehr eintritt. Hierauf wird das KUhlbad 
entfernt, das Gemisch mit Celite versetzt und dann abgenutscht. Der 
Filterkuchen wird mit Et20/AcOEt/lsopropanol 10:4:1 farbstofffrei g wa- 
schen und das klare, rote Filtrat i.V. zur Trockene eingedampft. Der bereits 
kristalline, rote RUckstand lasst sich entweder aus heissem Toluol/Hexan 
oder Essigester/Hexan umkristallisieren. 

Ausbeute an C 3 o-Alk h I 2,2 bis 2,4 g (80-90%). Orangerote Nadeln, Smp. 
148-149 °C; UV/VIS (Et20, qualitativ): X m ax : 416, 425, 452 nm; IR (KBr): 2,77 
(3603 cm-1, OH frei), keine Banden im Carbonylbereich; CI-MS (NH3): 419 
tM+1 f (16)l 401 [M + I-H2O, (100)], 402 IM+2-H20, (30)], 309 [M+1 -Toluol, (5%)] 
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Herstelluno und Charakterisieruna von Un dec-1 0-ensflure -r8 1 -Aoo- B-carotin. 
8'-vl-esteii 

Eine Lbsung von 400 mg C30-Alkohol in 20 ml abs. Et20 und 1,6 ml abs. 
Pyridin wird in einem Dreihalskolben mit Magnetrtthrer, N2-Einleitr hr 9 
RUckflussktihler und Septum unter N2 auf -30 °C gekiihlt und hierauf unter 
RUhren mil 200 ml Undec-10-enoylchlorid trbpfchenweise versetzt. Nach 
beendeter Zugabe l&sst man die Temperatur langsam auf 20 °C steigen und 
kontrolliert die VollstSndigkeit der Veresterung durch DC auf Ki sel- 
gelplatten mit dem Fliessmittel Benzol/Petrolether 1:1. Der Ester weist einen 
bedeutend hbheren Rf.-Wert als der Alkohol auf. Nun wird das Gemisch i.V. 
eingedampft, der RUckstand in Benzol aufgenommen und das Gelbste rasch 
durch eine kurze Siiule von CaC03 (Merck Art. 2066) filtriert. Das Filtrat wird 
eingedampft und der RUckstand an 40 g Kieselgel (Merck, 15-40 jim) mit 
Benzol chromatographies. Die Substanz aus der roten Zone wird 
aufgefangen, i.V. eingedampft und der erhaltene Ester aus t-Butylmethyl- 
ether/Pentan bei -20 °C kristallisiert. Man erhait 450 mg hellrote Kristalle, 
nach Trocknen bei 40 °C/0,01 Torr; Ausbeute 80%. Smp. 76-77 °C, nach 
Sintern ab 75 °C. Analytische Details vgl. die technische Beilage 1/2. 

In analoger Weise werden die Ester mit Laurinsaure-, Palmitinsaure- und 
StearinsSurechlorid hergestellt. Vgl. die technische Beilage 1/2. 

* 

d) Herstellung von Azafrinol und von Azafrinylestern 

Azafrinol 

Die Verbindung 




CH 3 

(XXI) 

Azafrinol; (SR.SRJ-S.S-Dihydro-IO'-apo-B.p-carotln-S.B.IO^triol) 
wurde erstmals von W. Eschenm ser und C.H. Eugster durch Reduktion v 
Azafrinmethylester 
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CH 3 

hergestellt und als labiles Oel beschrieben; s. Hetv.Chim.Acta 1975, ££, 
1722. 

Durch eine modifizierte Reduktion und Aufarbeitung kann Azafrinol als 
wohlkristallisierte Verbindung isoliert und anschliessend auch eingehend 
. charakterisiert werden. Azafrinol wird so durch Kristallisation aus Benz 1/ 
Hexan In leuchtend hellorangegelben Nadeln erhalten. Die Verbindung ist 
besonders gegen Sauren sehr empfindlich und verliert dabei unter Ring- 
aufspaltung Wasser. Diese Reaktion tritt bereits bei einer Chromatographic 
an Kieselgel ein. 



Herstellung und Charakterislerung 

In einem sorgfaltlg getrockneten Dreihalskolben, versehen mit Rlick- 
flussklihler, Gaseinleitrohr. Septum und MagnetrUhrer werden 3 g Azafrin- 
methylester mit 300 ml absolutem Ether iibergossen und hierauf unter 
Schutzgas und gutem Rtihren auf -30 °C gekuhlt. Dann werden durch das 
Septum 3,5 ml einer ca. 4,5 molaren Losung von DIBAH (Diisobutyl- 
alumiumhydrid) in Hexan mittels einer Spritze tropfenweise zugegeben; es 
tritt keine sichtbare Reaktion ein. Wahrend einer langsamen Temperatur- 
erhfihung bis auf 0 "C wird der Verlauf der Reaktion mithilfe von UV/VIS- 
Spektren und DC Oberpruft. 

Zelgt slch, dass die Reduktion noch unvollstandig ist, wird erneut auf -30 «C 
gekUhlt und eine entsprechende Menge von DIBAH-Losung zugegeben. Ein 
geringer Uberschuss an DIBAH wirkt sich auf die Ausbeute nicht wesentlich 
aus, doch muss ein grosserer Oberschuss unbedingt vermieden werden. 
Nach Beendigung der Reaktion wird die L6sung sehr vorsichtig solange mit 
kleinen Eisstuckchen versetzt, bis kein AufschSumen mehr eintritt und das 
Ausfallen von Alumiumhydroxid beendet ist. Nach Zugabe von genUgend 
Celite und von 0,2 ml Ethyldiisopropylamin wird abgenutscht und der 
Fllterkuchen mit einem Gemisch von Eth r/ls propylalk hoi 5:1 farbstoffrei 
gewaschen. Das gelborange gefSrbte Filtrat wird hierauf i.V. eingedampft 
und der kristalline Ruckstand in Toluol/lsopropylalkohol 99:1 heiss gelost 
und im Falle einer Trubung die Losung rasch durch eine kleine, breite Saule 
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von CaC03 filtriert. Es folgt ein erneutes Eindampfen des Filtrates und die 
Umkristallisation des RUckstandes aus heissem Bezot/Hexan Oder Essig- 
ester/Hexan. Nach Trocknen bei 40 °C/0,01 Torr erhfilt man 2,2 g leuchtend 
hellorange Nadein. Smp. 133-134 °C (Vakuumrtihrchen). FUr die anaiytischen 
Einzelheiten vgl. die technische Beilage 2/2. 

Herstellung von Undec-10*ensSure[azafrlnyl]ester 

In einer geeigneten, gut getrockneten Schliffapparatur mit Magnetrtihrer, 
Schutzgaseinleitrohr, KUhler und Septum werden 180 mg frisch urn* 
kristallisiertes Azafrinol unter N2 in 15 ml Et20 und 0,5 ml abs. Pyridin 
gelGst und hierauf auf - 30 °C gektihlt. Dann werden mit einer Spritze 100 ml 
10-Undenoylchlorid tropfchenweise zugegeben. Nach einer h RUhren bei 
einer Temperatur von -30 °C lasst man auf RT kommen. Anschliessend wird 
das Gemisch i.V. eingedampft, der RUckstand in Hexan/Ether 3:1 auf- 
genommen und das Losliche durch eine kurze und breite SBule aus CaC03 
(Merck, Art. 2066) filtriert. Das zitronengelbe Eluat wird erneut eingedampft 
und mit Et20/Hexan/isopropanol 50:49:1 + einer Spur Ethyldiisopropylamin 
an einer SSule aus Sephadex LH-20 (im selben Ltisungsmittel gequ lien) 
chromatographiert. Aus der orangen Hauptzone wurden 161 mg vakuum- 
trockenes, zdhes Oel erhalten, das allmShlich durchkristallisierte. Es k nnte 
kein signifikanter Smp. erhalten werden. UV/VIS (Et20, qual.): scharfes 
Dreibandenspektrum mit X ma x 375, 394,6, 419 nm; (Benzol qual.): 377, 402, 
428 nm. FUr die (Jbrigen anaiytischen Oaten vgl. die technische Beilage 2/2. 

In analoger Weise wurden die Ester 




n = 9 ;n = 13;n = 15, bzw. 
Azafrinyl-Laurat, Azafrinyl-Palmitat und Azafrinyl-Oleat hergestellt. FUr die 
anaiytischen Oaten vgl. die techn. Beilage 2/2. 

Die Apocarotinester der F rmeln (I) bis (IX) haben Uberraschenderweise eine 
ausgezeichnete antitumorate Wirkung, insbes ndere dann, wenn sie in 
spontan dispergierbare Konzentrate eingearbeitet worden sind, welche mit 
Wasser verdiinnt therm dynamisch stabile Ultramikroemulsionen mit einem 
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hydrodynamischen Radius von 1,5 bis 3 nm ergeben, (Messungen mit 
dynamischer, quasi-elastischer Lichtstreuung QLS). Gegenstand der vor- 
liegenden Erfindung sind deshalb wesentlich auch spontan dispergierbare 
Konzentrate mit den Apocarotlnestern der Formeln (I) bis (IX). 

Die Apocarotinester der Formeln (I) bis (IX) sind nahezu wasserunlttsliche 
und polymer agglomerierte Verbindungen. Damit die MolekUle dieser Ver- 
bindungen aber durch die Membranbarrifcre der Tumorzellen diffundieren 
und im Innern der Zelle wirksam werden kdnnen, mitssen derartige Ver- 
bindungen vorerst in geeigneter Weise im wSssrigen Medium solublUslert 
I werden. Im Wege der Bitdung von thermodynamisch stabilen Oel-in-Wasser 
i Ultramikroemulslonen mithilfe von besonders ausgewahlten Cotensiden der 

t 

j Lbsungsvermittlern einerseits und geeigneten Tensiden anderseits gelingt 

i 

j es, einen optimalen Solubiiisierungsgrad der Apocarotin-Ester zu erzielen. 

i 

I 

Alle experimentellen Beobachtungen an dergestalt ausgebildeten Ultra- 
mikroemuisionen lassen sich einheitlich durch die Annahme deuten, dass 
die ausgewdhtten Tenside und Cotenside als ausgewogenes System 
genommen in der wassrigen Phase organisierte Aggregate, sog. Mizellen 
bilden. Sie besitzen mehr oder weniger kugelfbrmige Gestalt, mit einem 
hydrodynamischen Radius von 1,5 bis 3 nm. Die Tenside und Hydrotrope 
(Cotenside) lassen zwischen der Susseren, wdssrigen Phase und der 
inneren, dligen Phase der Mikroemulsion [enthaltend die pharmazeutischen 
Wirksubstanzen gelost im biotensiden Ldsungsvermittler] eine Grenzschicht 
\ entstehen, wodurch die Mischung dieser betden Phasen unterbleibt. In der 
j bligen, inneren Phase liegen die Wirksubstanz-Molekiile in monomerer oder 
i in oligomer agglomerierter Form vor. 

i 

Die Mizellen der erfindungsgemSssen Ultramikroemulsionen mit der 
Wirksubstanz-haltigen Inneren Phase sind an ihrer Grenzschicht mit einem 
Tensidmantel versehen, was sie instand setzt, leicht durch die Zellmembran 
ins Innere der Zelle zu diffundieren. Die Diffusion durch die Plasmamembran 
der Zellen erfolgt ausschliesslich aufgrund thermischer 
M lekularbewegungen. 



Die Richtung, die ein konkreter Diffusi nsv rgang einschlagt, wird vom 
Konzentrati nsunterschied bestimmt, welcher an der Plasmamembran zwi- 
schen ausserhalb und innerhalb der einzelen Zelle besteht. Die Diffusion 
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verl&uft soiange entlang dem Konzentrationsgef&lle, bis es abgebaut ist. 
Zwischen der extrazelluiaren Zone und dem Inneren der einzelnen Zelle wird 
die Konzentration an Wirksubstanz, bzw. am Wirkstoffsystem ("multiple drug 
system") ausgeglichen, wobei auch verzogerte Abgabeeffekte ("slow release 
effects") auftreten konnen. Oerartige Diffusionsvorg&nge verlaufen unab- 
h&ngig von jeglicher Energiezufuhr. Sie haben keinen Bezug auf die 
zelluiare Stoffwechselenergie. 

Die Diffusiongeschwindigkeit gehorcht dem Fick'schen Gesetz fUr 
Dlffusions-vorgSnge in Richtung elnes Konzentrationsgefailes: 
— 1 = -D — GLEICHUNG (A) 

dt q dx 

wobei dm die Menge in Mol der eine ZellmembranoberflSche q (in cm2) 
durchdringenden WirkstoffmolekUle pro Zeit dt (in Sekunden) ist. D ist der 
Diffusionskoeffizient und dc der Konzentrationsunterschied liber die Distanz 
dx. 

Nach Nernst ist der Diffusionskoeffizient abhSngig von der absoluten Tem- 

peratur und dem Reibungswiderstand f 

R T kT 

D = — — = — GLEICHUNG (B) 

N f f 

Der Reibungswiderstand hangt gemMss dem Stoke'schen Gesetz 

f = 6 n T] r GLEICHUNG (C) 

von der Viskositat der diffundierenden Lbsung und vom Radius der diffun- 
dierenden Partikel ab. Durch Substitution von f mit 6 * r\ r in der Nernst- 
Gleichung erhSIt man die Sutherland-Einstein Gleichung fUr den Diffusi ns- 
koeffizienten 

D = — = — GLEICHUNG (D) 

N67cr|r67CT|r 
worin k die Boltzmann-Konstante darstellt. 

Wird bei einem Diffusionsvorgang ein gleichmassiger Konzentrationsabfall 

dc 

in der Membran der Turn rzelle angen mmen, s kann der Ausdruck — lm 

A c 

Diffusionsgesetz durch — ersetzt w rden. (Konz ntrationsunterschied Ac 
Uber der Zellmembran der Dicke x). x ist fur eine bestimmte Zellmembran 
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ein konstante Grbsse, weshalb man si zusammen mtt dem Diffusions- 
koeffizienten zu einer neuen Konstanten, dem PermeabllltStskoeffizienten P, 
vereinigen kann 

D 

P = — GLEICHUNG (E) 

X 

dm 1 

DerAusdruck — in der Diffusionsgleichung wird der Flux J 

dt q 

genannt und hat die Dimension Mol pro Sekunde pro cm 2 . Das negative 
Vorzeichen auf der rechten Seite der Diffusionsgleichung deutet an, dass 
der Transport der WirkstoffmolekUle Oder des Wirkstoffsystems in Richtung 
der abnehmenden Konzentration ablauft. 
Es ist somit 

. RT 1 . kT 1 , 

J = -FAc = Ac = — -Ac 

Nx 6 n t} r x 6 7c t] r 

GLEICHUNG (F) 



Aus dieser Gleichung folgt, dass die Geschwindigkeit des Diffusi ns- 
vorganges, bzw. die Starke des Wirkstofftransportes durch die Membran der 
Tumorzeile bestimmt wird: 

1. vom Konzentrationsunterschied Ac in den beiden 

Kompartimenten 

2. vom Teilchenradius des diffundterenden WirkstoffmoiekUls 

oder Wirkstoffsystems 

3. von der Viskositat der diffundierenden wdssrigen Lttsung 

(Emulsion) 

4. von der Temperatur. 
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( Die erfindungsgemass spontan dispergierbaren Konzentrate enthalten: 

0,001 bis 30 Gewichts-% einzelner Ester von Apocarottnolen der Formeln (I) 

' bis (IX), bzw, Kombinationen solcher Ester, sowie 

0 bis 40 Gewichts-% eines als Hydrotrop, bzw. Co-Emulgator dienenden, 
pharmavertraglichen Lttsungsmittels oder Lbsungsmittelgemisches 

| 0,001 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertrSglichen Tensides Oder Tensid- 

| gemisches 

i 

| 0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins Oder Provitamins 

j 0 bis 10 Gewichts-% eines Penetrationsverbesserers ("flux enhancer"), eines 
f Stabilisators oder Radika!f£ngers und Ubliche Tragerstoffe und/ der 
VerdUnnungsmittel. 



Die erfindungsgemass einzusetzenden Tenside oder Tensidgemische kttnnen 
anionaktiv, kationaktiv, amphoter oder nicht-ionogen sein. Bevorzugt sind 
sie amphoter oder nicht-ionogen und haben ein HLB-Verhaitnis (d.h. eine 
"hydrophilic-lipophilic-balance") zwischen 2 und 18; vorzugsweise liegt r 
zwischen 2 und 6 einerseits und 10 und 15 anderseits. HLB-Werte geben 
Auskunft tiber die hydrophilen und lipophifer Eigenschaften eines Emul- 
gators. Vgl. dazu "Hydrophile-Lipophile Balance: History and recent De- 
velopments" von Paul Becher im Journal of Dispersion Science and Techno- 
logy 5 (1), 81-96 (1984). 

Geeignete aoionische Tenside konnen sowohl sog. wasserltisliche Seifen als 
auch wasserlttsliche synthetische Verbindungen sein. 

Als Seifen eignen sich die Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls sub- 
stituierten Ammoniumsalze von hOheren Fettsduren (C10 bis C22). wie Z - B - 
die natUrlichen Na- oder K-Salze der Oel- oder Stearinstture, oder v n 
natUrlichen FettsSuregemischen, welche sich u.a. aus Kokosnuss- oder 
Talgdl gewinnen lassen. Ferner sind als Tenside auch die Fettsaure-Methyl- 
taurinsalze, sowie modifizierte und nicht-modifizierte Phospholipid^ zu 
erwahnen. 

Haufiger werden jedoch sogenannte synthetische Tenside verwendet, ins- 
besondere Fettsulfonate, Fettsulfate, sulfonierte Benzimidazol-Derivate oder 
Alkylarylsulfonate. 

Die Fettsulfonate und -sulfate liegen in der Regel als Alkali-, Erdalkali- der 
gegebenenfalls substituierte Ammoniumsalze vor und weisen im allgemeinen 
einen Atkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen auf, wobei Alkyl auch den Alkylteil 
v n Acylresten einschliesst. Beispiele hiefiir sind das Na- oder Ca-Salz der 
Ligninsulfosaure,. des Dodecylschwefelsaur esters und SulfonsSuren von 
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Fettaikohol-Athylenoxyd-Addukten. Die sulfonierten Benzimidazol-Derivate 
enthalten vorzugsweise zwei Sulfonsauregruppen und einen Fetts&urerest 
mit etwa 8 bis 22 C-Atomen. Alkylaryl-Sulf onate sind z.B. die Na* v Ca- der 
Triathanolaminsalze der Dodecyl-benzolsulfonsaure, der Dibutylnaphtha- 
linsulfonsaure Oder eines Naphtha-linsulfonsaure-Formaldehyd- 
Kondensationsproduktes. 

Als nichtiontsche Tenside stehen in erster Linie zur Wahl die Polygly- 
koiatherderivate von aliphatischen oder cycloaliphatischen Alk h ten, 
gesat-tigten oder ungesattigten Fettsauren und Alkylphenolen, welche 3 bis 
30 Glykoiathergruppen und 8 bis 20 C-Atome im (aliphatischen) Kohten- 
wasserstoffrest und 6 bis 18 C-Atome im Alkylrest enthalten kbnnen. 
Weiterhin kommen als nichtionische Tenside in Frage die wasserldslichen, 
20 bis 250 Athylengiykoiathergruppen und 10 bis 100 Propylenathergruppen 
enthaltenden Polyathylenoxydaddukte an Polypropylenglykol und Alkyl- 
polypropylenglykol mit 1 bis 10 C-Atomen in der Alkylkette. Die genannten 
Verbindungen enthalten ublicherweise pro Propylenglykoleinheit 1 bis 5 
Athylenglykoletnheiten. 

Als Beispiele nicht-ionischer Tenside seien erwahnt: 

Nonylphenolpolyathoxyathanole, RicinusblpolyglykolMther, Polypr pylen- 
polyathylenoxyd-Addukte, Tributylphenoxypolyathoxyathanoi, Polyfithylen- 
glykol und Octylphenoxypolyathoxyathanol. Ueberdies kommen auch Fett- 
saureester von Polyoxyathylensorbitan, wie das Polyoxyathylensorbitan- 
Trioleat, in Betracht. 

Bei den kationischen Tensiden handelt es sich vor allem urn quaternare 
Ammoniumsalze, welche als N-Substituenten mindestens einen Alkylrest mit 
8 bis 22 C-Atomen enthalten und als weitere Substituenten niedrlge, geg - 
benenfalls halogenierte Alkyl-, Benzyl- oder niedrige Hydroxy-alkylreste 
aufweisen. Die Salze liegen vorab als Halogenide, Methylsulfate der 
Athylsulfate vor, z.B. das Stearyltrinethylammoniumchlorid oder das 
Benzyl- di(2-chlorathyl)athylammoniumbromid. 

In hohem Masse bevorzugt zur Herstellung von erfindungsgemftssen, 
spontan dispergierbaren Konzentraten sind einerseits Phosph rsaure- 
estertenside, wie z.B. 

Tristyrylphen |polyoxyathylen-18-mono/dlmethylph sph rsaureester 
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0(_CH 2 -CH 2 -0) 



18 




o 

II 

■P— OCH. 
I 

OH 



H-CH, 



(Soprophor® FL, Rh6ne-Poulenc); 
Oiphasol® 3873 (CIBA-GEIGY), bzw. das identische Sermul® EA 188 
(SERVO), ein Mischemulgator, bestehend aus je 50 % der beiden V rbin- 
dungen mit den Formeln: 



C 9 H 19 



V v 




(-CH 2 -CH 2 -0^-P OCH, 

OH 



C 9 H 19 




V V 



o 

II 

(-CH 2 -CH 2 -0ttt-P — OCH, 

OCH. 



Diphasol® 3873 (CIBA-GEIGY) 



Tensid 508 (CIBA-GEIGY) 




(Tensid 508, CIBA-GEIGY); 



O 

II 



(_CH 2 — CH 2 — 0 ) 2 — P 



OCH, 



OCH, 



Tinovetin® JU (CIBA-GEIGY), ein Hydroxybiphenyl-1 0-Athoxy- 
Phosphorsdureester 

Butyl-mono-4-Athoxy-Phosphorsaureester (Z rostat® AT, CIBA-GEIGY), 
bzw. 



WO 95/16441 



PCT/CH94/00234 



20 

o 
II 

CH 3 -(CH 2 fe-CH-CH 2 -0(-CH 2 — CH 2 -0) 5 -P— OCH 3 

C 2 H fi OCH, 

(Zerostat ® AN , CIBA-GEIGY) 
und anderseits Betainverbindungen, d.h. amphotere, salz- und wasserfreie 
Imidazolderivate, wie z.B.: 

CH 2 CH 2 — OH 

I 

CH 2 

Kx— C H-] I 

^ N CH 2 

I 1-1 t + ] 

CH 2 CH 2 COO Me 

worin Met+1 fiir Wasserstoff, Alkali- und Erdalkaliatome und R x fUr Ci- bis 
C32*Alkyl Oder C2- bis C32-Alkenylgruppen stehen. 

Verwendung finden auch sog. "multi-functional Glucose Derivatives", wie 
z.B. Glucate® SS (Methyl-Glucose-Sesquistearat) und Glucamate® SSE-20 
(PEG-20 Methyl-Glucose-Sesquistearat) von Amerchol, Edison, N.J. 

Als Hydrotrop, bzw. als Co-Emulgator dienende, pharmavertragliche 
Lttsungs-mittel lassen sich einsetzen, z.B.: 

Ester eines aliphatischen Alkohols (C3 bis C18) mit einer aliphatischen 
Carbonsaure (C10 bis C22). wie etwa isopropyllaurat, Hexyllaurat, 
Decyllaurat, Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat und Laurylmyristat; 
Kohlenwasserstoffe mit einer geraden Kohlenstoffkette (C12 bis C32). 
} welche mit 6 bis 16 Methylgruppen substituiert ist und 1 bis 6 Doppel- 
j bindungen aufweisen kann, wofUr Terpene wie Polymethylbutane und 

t 

I Polymethylbutene als Beispiele dienen mttgen. 

Mono-Ester aus Athylenglykol Oder Propylenglykol mit einer aliphatischen 

Carb nsaure (C6 bis C22). wie etwa Propylenglykolmonolaurat und Pro- 

pylenglykolmon myristat. 
[ Ester aus einem aliphatischen Alkohol (C12 bis C 2 2) mit Milchsaure. wie z.B. 

Myristyl- der vorzugsweise Lauryl-Lactat; Mon -, Di- oder Triester des 
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; Glycerins mit einer aliphatischen CarbonsSure (Cg bis C22). wie z.B. 

■ 

I Glyceryl-Caprylat, oder Miglyol® 812 Neutraiai (Oleum neutrale). 

f 

! Ester aus einem Poly(2-7)athylenglykoiglyzerinSther mit mindestens iner 
! freien Hydroxyigruppe mit einer aliphatischen Carbonsdure (C$ bis C22). wie 
j z.B. aliphatische Alkohole (C12 bis C22). somit u.a. Dodecan I, 
Tetradecanol, Oleylalkohol, 2-Hexyldecanol und 2-Octyldecanol. 
Ester mit mindestens einer freien Hydroxyigruppe, aus Poly-(2-10)glyk I mit 
einer aliphatischen CarbonsHure (C6 bis C22). Monoather aus einem Poly- 
athylenglykol mit einem aliphatischen Alkohol (C12 bis Cie), wie z.B. 
Polyoxyathylen (Cio)-octyiather. 

Heterocyclische Verbtndungen, wie z.B. 1-Methyl-2-Pyrrolidon. 
^ Biotenside Ester der allgemeinen Formel: 

R 4 COO— R 6 

| (XXIV) 

j worin R4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl, Phytyl Oder Isophytyl und R5 eine 

C1- bis C32-Akyl, bzw. C2- bis C32-Alkenyl- Oder Alkapolyengruppe be- 

deuten, 

Alle technischen Tenside wurden vor dem Eintrag in die spontan dtsper- 
gierbaren Konzentrate mittels Filtration, bzw. Chromatographic (iber 
neutralem Aluminiumoxyd mit einem inerten Losungsmittel wie z.B. Tetra- 
hydrofuran, Athylalkohol oder Methylenchlorid gereinigt. 

Als Zusatze in die erfindungsgemSssen spontan dispergierbaren 
Konzentrate eignen sich Vitamine und Provitamine (wie z.B. Vitamin A, 
Retinol, Tocopherole), sowie auch ausgewMhlte Penetrationsverbesserer 
("Flux enhancers") und RadikalfSnger. 

Die zur pharmazeutischen Anwendung erforderliche Tagesdosis betr^gt 
0,001 bis 25 mg/kg Kdrpergewicht, wenn mbglich verteilt auf 2 bis 3 
Einzeldosen. Hiefiir lassen sich die neuen Ester mit Apocarotinolen oder die 
spontan dis-pergierbaren Konzentrate mit diesen Verbindungen in die 
g&ngigen pharmazeutischen Zubereitungen und Oarreichungsf rmen wie 
Drag6es, Tabletlen, Kapseln, Pulver, Granulat , Pellets, LCsungen, 
Ampullen, Emulsionen, Crimes oder Zapfchen zusammen mit den Ubtichen 
Trdgerstoffen und/oder Verdtinnungs- und Stabilisierungsmitteln ein- 
| arbeiten. 
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Die G genstand der Erfindung bildenden Wirkstoffe Oder Wirkstoffmi- 
schungen, sowie die spontan dispergierbaren Konzentrate, welche diese 
Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen enthalten, k5nnen dem Menschen ral, 
durch Injektion (intravenbs, subkutan oder intramuskuiar) oder in anderer 
Weise verabreicht werden. Wenn sie als feste Darreichungsformen fUr die 
orale Verwendung aufbereitet werden, kann dies in Form von Tabletten, 
Granulaten, Pellets, Pulvern oder Kapseln, usw. geschehen. Die Auf* 
bereitungen kbnnen Zusatzstoffe enthalten, z.B. einen Arzneimitteltr&ger wie 
eine Saccharid- oder Cellulose-Grundtage, ein Bindemittel wie St&rkepaste 
I Oder Methylcellulose, ein FUlimittet oder ein Desintegriermittel, usw. - w bei 
J Zusatzstoffe eingesetzt werden, wie sie Ublicherweise bei der Herstellung 
! medizinischer oder paramedizinischer Formulierungen verwendet werden. 
j Wenn die erfindungsgetreuen Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen als 
fliissige Darreichungsformen zu oraler Ver-abreichung gelangen, so kbnnen 
sie irgend eine aus wMssrigen Zubereitungen fur innere Verwendung, aus 
Suspensionen, Emulsionen und Sirups usw. ausgewahlte Form haben, und 
sie kbnnen ausserdem in der Form Vacuum-getrockneter PrMparate 
vorliegen, welche vor ihrer Ver-wendung in Lbsung oder Emulsion gebracht 
werden. 

Wenn die erfindungsgemdssen Wirkstoffe oder Wirkstoffmischungen in der 
Form w&ssriger Lbsungen, Suspensionen oder bliger, bzw. wMssriger Emul- 
sionen, vorzugsweise als Mikroemulsionen aus den erfindungskonformen, 
spontan dispergierbaren Konzentraten aufbereitet sind, kbnnen sie auch 
injiziert werden. Die Injektionslosungen werden jedoch Ublicherweise kurz 
vor der Anwendung hergestellt, indem man die Extrakte oder Konzentrate in 
wfissrigen, flUssigen Medien wie sterilem Wasser, Glucoselosung der 
physiologischer Kochsalzlbsung auflost oder suspendiert. 
Falls erforderlich, kbnnen zu einem Injektionspraparat Ublicherweise ver- 
wendete Lbsungsmittel, Stabilisierungsmittel, Konservierungsmittel und Zu- 
satze fCir die Herstellung isotonischer Lbsungen hinzugegeben werden. Die 
auf diese Weise erhaltenen Injektions-Priiparate werden intravenbs, 
intramus-kulSr, subkutan oder in einer anderen geeigneten Weise ver- 
abreicht. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls p/iarmazeut/sc/ie PrSparate, 
welche die Wirkstoffe, bzw. Wirkstoffgemische, und/oder die beschriebenen, 
sp ntan dispergierbaren Konzentrate zur Bekampfung des Wachstums v n 
Turn rzellen enthalten. Bei den der Erfindung entsprechenden pharma- 
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zeutischen Praparaten handelt es sich um solche zur enteralen (wie oralen 
Oder rektalen), sowie zur parenteralen oder topischen Verabreichung an 
Warmbliiter, welche das spontan dispergierbare Konzentrat allein der 
zusammen mil einem pharmazeutisch anwendbaren TrSgermaterial enthalten. 

Die Dosierung der erfindungsgemftssen Konzentrate hangt von der Warm- 
blUterspezies, dem Alter und dem individuellen Zustand, sowie von der 
Verabreichungsart ab. So werden z.B. zur Erzieiung eines Abtdtungseffektes 
von Tumorzellen an Warmbltftern mit geringem Kbrpergewicht, wie z.B. 
M&usen, Ratten und Hamstern, bei sukutaner Verabreichung Dosen im 
Bereich von ca. 0,1 bis 50 mg/kg Korpergewicht, und bei intraperiton aler 
Verabreichung Dosen im Bereich von 0,05 bis 5 mg/kg Kbrpergewicht 
angewandt. 

Die oralen und rektalen Formen der neuen pharmazeutischen P rap a rate 
enthalten zwischen 1-95 % f vorzugsweise zwischen 10 - 95 %, insbes ndere 
zwischen 20 - 95 % des erfindungsgem&ssen, spontan dispergierbaren 
Konzentrates. Sie ktinnen z.B. in Dosts-Einheitsform vorliegen, also als 
Drag6es, Micropellets, Tabletten, Suppositorien oder Ampullen und vor 
aliem als Kapseln. 

Geeignete pharmazeutisch anwendbare TrSgerstoffe fUr die oralen Form n 
sind hauptsachlich FUllstoffe, wie Zucker (z.B. Lactose, Saccharose, Mannit 
oder Sorbit), Celluloseprkparate und/oder Calciumphosphate (z.B. Tri- 
calcium- oder Calciumhydrogenphosphat), ferner Bindemittel wie StSrke- 
kleister unter Verwendung von u.a. Mais*, Weizen-, Reis- oder Kart ff I- 
st&rke, Gelatine, Traganth, Methyicellulose, Hydroxylmethylcellul se, 
Hydroxypropyl-Methylcellulose, Natriumcarboxymethylcellulose und/ der 
Polyvinylpyrrolidon und/ oder Sprengmittel (wenn erwtinscht), wie di 
obgenannten Starken, ferner Carboxymethylstarke, quervernetztes Poly- 
vinylpyrrolidon, Agar, Alginsaure oder ein Salz davon, wie z.B. Natrium- 
alginat. 

Als Fliessreguliermittel sind z.B. die PolySthylenglykole Nr. 200 bis 600 und 
htiher geeignet. 

Die beim Menschen als Darreichungsform bevorzugten Gelatinekapseln 
werden mit geeigneten UeberzOgen vers hen, w bei man u.a. konzentriert 
Zuckerldsung n - welche gegebenenfalls arabischen Gummi, Talk, Polyvinyl- 
pyrrolidon, Polyathylenglykol und/oder Titandioxid enthalten - Lack- 
Ibsungen (wSssrige oder solche, die unter Verwendung rganischer 
Lbsungsmittel aufbereitet worden sind), oder magensaftresistente Ueber- 
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ztige aus L&sungen von geeigneten Cellulosepraparaten, wie mikro- 
kristalliner Cellulose (Avfcei®), Acetylceliulosephthalat, Hydroxylmethyl- 
cellulosephthalat (Metolose®), Hydroxylpropylmethylcellulose-Acetat- 
succinat (AQOAT®) oder einem Copolymerisat wie Eudragit® L30D ver- 
wendet. 

Als erfindungsgemass besonders geeignete, oral anwendbare pharmazeu- 
tische Darreichungsform eignen sich Steckkapseln aus Gelatine und einem 
Weichmacher, wie Glyzerin oder Sorbitol. Die Weich- bzw. Hartgelatine- 
Kapseln, sowie solche aus AQOAT© (Hydroxypropyl-Methylcellulose-Acetat- 
Succinat) kttnnen das der Erfindung entsprechende, spontan disperglerbare 
Konzentrat im Gemisch mit FUllstoffen, wie Laktose, Bindemitteln wie Starke 
und/oder Gleitmitteln wie Talk oder Magnesium-Stearat und gegebenenfalls 
mit Stabilisatoren und Antioxydantien wie z.B. a- t p- oder ^Tocopherol 
enthalten. Der Einsatz von geeigneten Flussigkeiten wie fltissigen Poly- 
athylenglykolen No. 200 bis 600 als VerdUnnungsmittel kann sich 
empfehlen, wobei sich ebenfalls Stabilisatoren und Antioxydantien zufiigen 
lassen. 

Zur parenteralen Verabreichung werden die erfindungsgemSssen 
Konzentrate mit destilliertem Wasser versetzt. Der entstehenden wMssrigen 
Injektions-Mikroemulsion kfinnen viskositatserhfchende Stoffe, wie z.B. Na- 
Carboxymethylcellulose, Sorbit, Mannit und/oder Dextran, und gegebenen- 
falls auch Stabilisatoren und Antioxydantien zugefiigt werden. 
Die pharmazeutischen PrSparate fUr die parenterale Anwendung enthalten 
: vorzugsweise zwischen 0,1 bis €0 %, und hauptsMchlich zwischen 1 bis 40 % 
des erfindungskonformen, spontan dispergierbaren Konzentrates. 
Als topisch anwendbare PrSparate, welche sich vornehmiich zur Prophylaxe 
und Thftrapie von Hautkrebsarten eignen, kommen z.B. Cremen, Satben, 
Pasten, Pomaden, SchSume, Tinkturen und Ldsungen in Betracht, welche 
zwischen 0,01 bis 70 % des erfindungsgemttssen Konzentrates enthalten. 
FUr Crimen und Oel-in-Wasser-Emulsionen, welche mehr als 50 % Wasser 
aufweisen, verwendet man ale oelige Grundlage in erster Linie Fettalk hole, 
z.B. Lauryl-, Cetyl- oder Stearylalkohol, fliissige bis feste Wachs , z.B. 
Isopropylmyristat, Woll- oder Bienenwachs und/oder Kohlenwasserstoffe wie 
z.B. Vaseline (Petr latum) der Paraffin el. Zur Emulgierung dieser 5ligen 
Grundlagen eignen sich in erster Linie oberflSchenaktive, pharma- 
vertragliche Substanzen mit vorwiegend hydrophilen Eigenschaften. wie z.B. 
nicht-ionogene Emulgat ren, vorab Fettsaureester von Polyalkoh len oder 
Athylenoxydaddukten (etwa PolyglycerinfettsSureester oder PolySthylen- 
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sorbitan-Fettsaureester) mit einem HLB-Wert von unter 8. Zus&tze zur 
Wasserphase sind u.a. Mittel, welche die Austrocknung der Crimen ver- 
mindern, z.B. Poiyatkohole wie Gtyzerin, Sorbit, Propylenglykol und/oder 
PolyMhylenglykole No. 200 bis 600, ferner Konservierungsmittei, 
Riechstoffe, etc. 

Salben sind Wasser-in-Oel Emulsionen, die bis zu 70 %, vorzugsweise 
jedoch zwischen 20 und 50 % Wasser Oder wassrige Phasen enthalten. 
Ais Fettphase kommen in erster Linie Kohlenwasserstoffe, z.B. Vaselin, 
Paraffinoel und/oder Hartparaffine in Frage, welche zur Verbesserung des 
Wasserbindungsvermogens geeignete Hydroxydverbindungen, wie z.B. Fett- 
alkohole Oder Ester, davon etwa Cetyialkohol Oder Woilwachsalkohoie, ent- 
halten. 

Fallweise werden noch Emutgatoren mit einem HLB-Wert von 8 bis 16, wie 
z.B. Sorbitan-Fettsaureester (etwa Sorbitanisostearot) zugesetzt. Zus&tze 
zur Wasserphase sind u.a. Feuchthaltungsmittel, wie Polyalkohoie (Glycerin, 
Propylenglykol, Sorbit und/oder Polyathyienglykole No. 200, 400, 600); 
ferner Konservierungsmittei, Riechstoffe, etc. 

Fettsalben sind wasserfrei und enthalten als Grundlage vornehmlich 
Kohlenwasserstoffe, z.B. Paraffin, Vaselin und/oder flUssige Paraffine; Uber- 
dies naturliche Oder partial synthetische Fette wie z.B. KokosfettsSure- 
triglycerid, ferner: Fetts&urepartialester des Glycerins, wie z.B. die Im 
Zusammenhang mit den Salben erwShnten, die Wasser-AufnahmefShigkeit 
steigernden Fettalkohole, Emulgatoren und/oder ZusMtze. 

Pasten sind Crimen und Salben mit sekretabsorbierenden Puderbe- 
standteilen, wie beispielsweise Metalloxide (etwa Titanoxid Oder Zinkoxid), 
ferner Talk und/oder Aluminiumsilikate, welche die Aufgabe haben, v rhan- 
dene Feuchtigkeit Oder Sekrete zu binden. 

Sch&ume werden aus DruckbehMltern verabreicht und sind in Aerosolf rm 
vorliegende Oel-in-Wasser Emulsionen der erflndungsgemassen, sp ntan 
dispergierbaren Konzentrate, wobei halogenierte Kohlenwasserstoff (wie 
z.B. Chlorfluorniederaikane: etwa Dichlordifluormethan und Dichl rfcetra- 
fluorSthan) als Treibmittel verwendet werden. Dazu kommen gegebenenfalls 
die Ublichen ZusStze wie Konservierungsmittei, usw. 



4 



*> 
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V 

VERFAHRENSBEISPIELE zur Herstellung von Estern mit Apocarotinolen der 
Formetn (I) bis (IX) : 

a) Herstellung von p-Apo-S'-carotinol-l O-undecenoat 

Zu 85 mg p-Apo-8'-carotinol (Synthese vgl. R. RUegg et al. v Helv.Chim Acta 
42,847-864 )1959) ( 100 mg Pyridin und 100 mg Dlmethylformamid In 20 ml 
Chloroform werden bei 0 *C und unter Schutzgaszuleitung 100 mg 10- 
Undecenoylchlorid In 10 ml Chloroform zugetropft. Nach einsttindigem 
RUhren bel 0 °C und zweistUndigem Riihren bei 20 bis 40 °C wird mit Wasser 
verdUnnt und ausgeschilttelt. Der RUckstand wird schonend getrockcnet und 
anschliessend auf etner Silicagelsaule mit Hexan/Essigester (90:10) als 
Eluiermittel chromatographiert. 

Man erhait das p-Apo-O'-CarotinoMO-undecenoat mit einem Schmelzpunkt 
von 76-77 °C, nach Sintern ab 75 'C; UV Xmax. 425 nm (in Methylenchl rid); 
Rf-Wert im DC mit Hexan/Essigester (80:20) 0,92. 

IR 



3054 cm-1 


6 (Olefin. CH) 


2855 " 


v (CH) 


1724 " 


v (C=0) Ester 


1639 M 


v (C-C) 


1465 M 


5 (CH) 


1374 M 


5 (CH3) 


1 1 85 " 


v (C-O) Ester 


1032 " 


v (C-O) 


914 H 


5 (CH) von Olefin 




trans disubst. C=C 



Auf analoge Weise wird auch das Azafrinyi-10-undecenoat hergestellt: 
Brechungsindex nH von 1.44210; UV Xmax. 420,0 nm (in Methylenchlorid); 

Rf-Wert im DC mit Hexan/Essigester (80:20): 0,94. 
b) Herstellung von p-Apo-8*-carotinol-10-undecenoat 

Ausgangsmaterial: S'-Apo-P-carotin-B'-saure-Sthyl und/oder -methylester. In 
einer geeigneten Apparatur mit MagnetrUhrer, N 2 -Einleitrohr. Ruck- 
flusskiihler und Septum werden 2 g 8'-Ap -P-car tin-S'-sauremethylester zu 
25 ml Et 2 0 gegeben. das Gemisch unter N 2 und Riihren auf -35 'C gekUhlt 
und mit der berechneten Menge DIBAH (Diisobutylaluminiumhydrid) in He- 
xan tr pfenw ise versetzt. Nach beendeter Zugabe wird das Kiihlbad 



• 
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entfernt. Man IMsst auf RT kommen. Nach vollstSndiger Reduktion wird sehr 
vorsichtig wenig Eis zugegeben und damit solange fortgefahren, bis ein 
TrUbung eintritt. Jetzt kUhlen. AI(OH)3 fSilt langsam aus. Nach Beendigung 
der Fallung wird Uber gentigend Celite filtriert, mit MeOH nachgewaschen 
und das Filtrat eingedampft, Wenn der RUckstand zu kristaltisieren beginnt, 
kann ohne weitere Reinigung aus heissem Benzol und unter Zugabe von 
Hexan umkristallisiert werden. Ausbeute 1,2 g braunrote Kristalle; UV/VIS 
Xmax. 425, 452 nm (in Et20) 



Veresterung von S'-Apo-p-carotin-S'-ol mit Undecenoylchlorid. 

400 mg C3o-Alkohol, sowie 20 ml Et20 und 1 ml Pyridin werden unter RUhren 
und unter N2 bei -30 °C tropfenweise mit 0,22 ml Undecenoylchlorid ver- 
setzt. 

Man lasst langsam auf RT kommen, verdlinnt mit Petroiather und schUttelt 
nacheinander mit Wasser und Sole aus. Dann Trocknen Uber MgS04, 
Eindampfen und Chromatographic an 40 g Kieselgel (Merck, 15 bis 40 nm 
Korngrosse) mit Benzol/Hexan 2:1. Nach dem Verwerfen einer gelben 
Vorzone wird die rote Hauptzone aufgefangen, eingedampft und bei 0,01 
Torr bei 40 °C getrocknet. Dabei kristallisiert das Produkt vollstandig durch. 
Smp. 76-77 °C nach Sintern ab 75 # C* UV/VIS Xmax. 425,5, 452,5 nm (in 
Et 2 0). 

CI-MS (mit sehr schonender chemischer lonisation) mit peaks bei 575 und 

401 nm; m/z. Mw. (M+ +1); IR-Spektrum Ester-peak bet 1724 cm-1. 1H-NMR 
Spektrum entspricht. 

c) Herstellung von Azafrinyl-10-Undecenoat 

Ausgangsmaterial Azafrin, isoliert aus Rhizomen von Escobedia scrabif lia. 
Herstellung des Methylesters aus der C27-SSure mit Diazomethan/Ether, vgl. 
W. Eschenmoser und C.H. Eugster, Helv.Chim.Acta, 58, 1722 (1975), 
Reduktion mit DIBAH analog dem Verfahren b); kein AusschUtteln, s ndern 
direkte Filtration unter Zugabe von 0,5 % HUnigbase. Das Filtrat eindampfen, 
den RUckstand aufnehmen in Et2<3H und vorhandenes Wasser abscheiden, 
trocknen Uber MgS04. filtieren, eindampfen, den RUckstand mit 
Toluol/Hexan an einer CaC03-Saule 4,3 x 20 cm chromatographies. Die 
Hauptz ne wird mit Toluol/lsopropylalk hoi (99:1) eluiert, das Filtrat i.V. zur 
Trockene gebracht. Nach dem Umkristallisieren aus Benzol/Hexan und 
AcOEt/Hexan erhSIt man leuchtend gelbe, sehr sSureempfindliche Nfidelchen 
mit einem Smp. von 135 °C. 
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Bildung von Azafrin-10'-ollundec-10-enoyl]ester. 

Apparatur wie beim Verfahren b). Ansatz von 450 mg der Verbindung mit 
Formel 




AZAFRINOL 

1,5 ml Pyridin, 2 ml DMF, 20 ml Et20; N2, Riihrer, Septum, Temperatur -40 
bis -50 °C, Zugabe von 0,20 ml Undecenoylchlorid. Auf 0 °C kommen lassen, 
dann nochmals 0,20 ml Undecenoylchlorid zugeben und ZVi h bei RT rilhren. 
Verdtinnen mit Et20 und H2O1 Phasentrennung im Scheidetrichter, nochmals 
H20 zufiigen, dann Sole, Trocknen uber MgS04; eindampfen. Den RUckstand 
in wenig CH2Cl2/Hexan (10:15) + 0,25 % Hiinigbase (N,N-Diisopr pyl- 
athylamin) Ibsen und auf einer Sephadex LH-20-SSule 3,6 x 34,5 cm chro- 
matographieren. Oie breite, gelborange Zone auffangen und eindampfen. 
Zweite Chromatographie-Passage auf einer Kieselgels&ule 3,3 x 17,5 cm mit 
Toluot/lsopropylalkohol (99:1 bis 98:2), was eine gute Trennung ergibt. Die 
hellorange Fraktion auffangen, eindampfen, trocknen 0,002 Torr bei 42 °C. 
Man erhSIt das Produkt: 376 mg als ein viskoses, hellorangerotes OI. 




OH 



AZAFRINYL-10-UNDECENOAT 
Charakterisierung: UV/VIS (Et20): scharfes Dreibandenspektrum Xmax. 374, 

394,5, 419 nm. 

IR-Spektrum (CH2CI2): Carbonylbande ausgepragt bei 1723 cm-1 

CI-MS : m/z 579 (M + +1 schwach), 395 (M + +1- UndecenylsSure, sehr stark), 

561 (M+ +I-H2O), 593 (M+ +I-H2O-H2O). 
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ZUSAMMENSETZUNGSBEISPIELE von erflndungsgem&ssen, spontan 
dispergierbaren KONZENTRATEN, welche die Wirkstoffe der Formeln (I) bis 
(IX) enthalten und welche, wenn sie mit Wasser verdiinnt werden, 
thermodynamisch stabile ULTRAMIKROEMULSIONEN mit einem hydro- 
dynamischen Radius von 1,5 bis 3,0 nm ergeben 

a) 0,5 bis 30 Gewichts-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis 
(IX) 

0 bis 40 Gewichts-% Isopropytmyristat, Isopropylpalmitat Oder Miglyol® 812 
(Dynamit Nobel) 

0 bis 45 Gewichts-% eines Phosphorsaureester-Tensides, wie z.B. Diphasol® 
3873 (CIBA-GEIGY), Tensid 508 (CIBA-GEIGY), Zerostat® AN oder AT (CIBA- 
GEIGY), Tinovetin® JU (CIBA-GEIGY), Soprophor® FL (Rh6ne-Poulenc) 
5 bis 90 Gewichts-% Invadin JFC 800 % (CIBA-GEIGY). 

b) 0,001 bis 30 Gewichts-% eines oder mehrerer antitumoraler Wirkstoffe der 
Formeln (I) bis (IX) 

0,001 bis 50 Gewichts-% eines oder mehrerer biotensider Ester der allge- 
meinen Formel 

R 4 COO~R 6 

(XXIV) 

worin R4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl, Phytyl oder Isophytyl und R5 eine 
C1- bis C32-Akyl, bzw. C2- bis C32-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 

0,001 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertrgglichen Tensides oder Tensid- 
gemisches 

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins 

0 bis 10 Gewichts-% eines Penetrationsverbesserers oder eines Stabili- 
sators und Tr&gerstoffe und/oder VerdUnnungsmlttel. 

c) 10 Gewichts-% eines tiligen antitumoralen Wirkstoffes der Formeln (I) bis 
(IX) 

0 bis 20 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat Oder Migly I® 812 
oder eines, bzw. mehrerer der biotensiden Ester der allgemeinen F rmel: 

R 4 COO — R 5 

(XXIV) 
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worln R4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl, Phytyl der Is phytyl und R 5 ine 
Ci- bis C 32 -Akyl, bzw. C2- bis C32-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 

35 bis 45 Gewichts-% Invadin® JFC 800% 
35 bis 45 Gewichts-% Soprophor® FL. 

d) 2 bis S Gewichts-% eines kristallinen Wirkstoffes der Formeln (I) bis (IX) 
10 bis 20 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat Oder Miglyol® 812 
Oder eines, bzw. mehrerer der biotensiden Ester der allgemeinen Formel: 

R 4 COO — R 6 

(XXIV) 

worin R4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl, Phytyl oder Isophytyl und R5 eine 
Ci- bis C32-Akyl, bzw. C2- bis C 3 2-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 

35 bis 45 Gewichts-% Invadin® JFC 800% 

35 bis 45 Gewichts-% Diphasol 3873 oder Soprophor® FL. 

BEISPIEL fur die pharmazeutlsche Herstellung eines Systempraparates mit 
erfindungsgemSssen Konzentraten in der Form von 'multiple units". 
a) Granulierung 

Metolose® 90 SH-4000 (Shin-Etsu Chemical) 90.0 g 

Avicel® PH-101 80 - 3 9 

Erfindungsgemasses KONZENTRAT 9 

Aerosil® 200 80,3 9 

2 390.0 g 

Granulieren/formen im Schnellmlxer oder im Rotationsbett unter Zusatz von 
110 g Et.tanol, brechen, sieben 18 bis 42 mesh, trocknen 24 h bei 40 «C. 

b) MSR- und RETARD-Ausrustung 

im Rotationsbett mit AQOATfe) AS-HG (Shin-Etsu Chemical) und Talk 

c) Zusammensetzung fertiges Granulat/bzw. Micropellets 

44 % 

Kernmaterial 

Erfindungsgemasses KONZENTRAT 25% 

31 % 

MSR-Beschichtung 

x 100 % 



II 



• 
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N.B.: MSR = Magensaft-Resistenz. Die Pellets/Granulate gem&ss a) kttnnen 
auch ohne Befilmung unmtttelbar in Kapseln abgeftillt werden, welche aus 
AQOAT0 (HPMC-AS-M Oder HPMC-AS-N) hergestellt sind, mit Aceton/Ethanol 
1:1 verschlossen v/erden und so die Funktionen der MSR und der verzO- 
gerten Abgabe (Retard) angemessen steuern. 





WO 95/16441 



PCT/CH94/00234 



32 



Biologische Prtifungen, 



Die antitumorale Wirkung von spontan dispergierbaren Konzentraten mit 
Wlrkstoffen gemiiss den Herstellungsbeispielen a) bis d), sowie den Auf- 
arbeitungsbeispielen a) bis d) wird anhand folgender PrUfungsergebnisse 
bestatigt: 

1 . In vltro-Tests mit geelgneten TumorzelhLinien 

Es wurde ein biologisches Assay-System entwickelt, das mSt Mikro- 
tlterplatten und VerdUnnungsreihen arbeitet. Angesetzt werden Je 10*/ml 
Tumorzellen in Kulturmedium RPMI 1640 mit 10 % f&talem Kalbserum inak- 
tiviert (GIBCO); sie werden so undicht ausgesSt, dass sie w&hrend des 
Assays wachsen ktinnen, in sog. nichtkonfluenten Monolayers. Die 
Probenzugabe erfolgt nach 6 bis 24 Stunden, mit 100 \x\ pro Reihe f die man 
im 1. Loch mit 100 pi Medium versetzt. Davon wird die HSIfte entnommen 
und In das folgende Loch eingebracht. wieder mit 100 pi Medium versetzt, 
usf. Es entsteht eine geometrische Verdiinnungsreihe n 1 /a. 

Die Proben werden im Plaque Assay wShrend 3 bis 5 Tagen bei 37° C mit ZVi 
% CO2 inkubiert. Anschliessend farben/fixieren mit 0,1 % Kristallviolett 
(Fluka. Buchs) in einer Losung von 70 % Methanol, 1 % Formaldehyd, 29 % 
Wasser. Die Auswertung wird am Mikroskop vorgenommen, Vergrbsserung 
300-fach. Man bestimmt die grosste zytotoxische VerdUnnung. Die quanti- 
tative Auswertung lasst sich auch mittels Scanning und Absorptions- 
messung am Spektrophotomeier vornehmen. 



t 
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Z YTO TOXIZITA TS TES T 
mit Py6-Zellen (Virus transformierten Maus-Fibroblasten) 



Prtifung eines 2 %-Konzentrates verschiedener Zusammensetzung mit 

C 11:1- AZAFRINYLESTER-WIRKSUBSTANZ 



KONZENTRAT 



Nach 24 h 
Zelltoxisch bis: 



Nach 48 h 
Zelltoxisch bis: 



Nach 72 h 
Zelltoxisch bis: 



No.1 mit IPM 



1 : 800*000 



1 : 3*200*000 



1 : 6*400*000 



No 2 mit C 11-1 
CITRONELLYL- 
ESTER 



1 : 800*000 



1 : 6*400*000 



1 : 6*400*000 



No. 3 mit IPM 
und APT 

No. 4 mit C 11:1 
C1TRO und CAA 



1 : 800*000 



1 : 3*200*000 



1 : 6*400*000 



1 : 1*600*000 



1 : 12*800*000 



1 : 25*600*000 



No. 1 2 Gewichts-% Wirksubstanz C 11:1 -AZAFR1NYLESTER 

12 Gewichts-% I P M 

86 Gewichts-% Invadin JFC 800%/Soprophor FL f 50:50 
No. 2 mit 12 Gewichts-% C 11:1-Citronellylester statt IPM, sonst 

gleiche Zusammensetzung wie No. 1 
No. 3 mit 86 Gewichts-% Invadin JFC 800%/Soprophor FL/AOT, 

40:40:20 

No. 4 mit 12 Gewichts-% C 11:1-Citronellylester statt IPM und 

mit 86 Gewichts-% Invadin JFC 800%/Soprophor FL/Amphonyl 
CAA 40:40:20 

Mikroemulsionen 1:10'000 (100 ppm W.SJ, bzw. 6 mg W.S. in 60 mi dest 
Wasser 



N.B.: AOT (Fluka 86139) = SulfobernsteinsSure-bis-2-athyl-hexylester 
Salz. 
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Z YTO TOXIZITA TS TE$ T 
mit Py6-Zellen (Virus transformierten Maus-FIbroblasten) 



PrUfung verschiedener Konzentrate gleicher Zusammensetzung, aber mit 
unterschiedlichen APOCAROTIN-/AZAFRINYL-Estern 

(auf 2%-Konzentrat berechnet) 



PRAPARAT 


48 h 
In Verdunnung 
wirksam bis 1 : 


72 h 
In Verdunnung 
wirksam bis 1 : 


96 h 

In VerdUnnung 
wirksam bis 1 : 


8'-APOCAROTIN- 
10-UNDECENOAT 


160*000 


160*000 


320*000 


C 11:1-AZA- 

FRINYLESTER 


320*000 


320*000 

> 


640*000 



Z YTO TOXIZtTA TSTES T 
mit Py6-Zellen (Virus transformierten Maus-Fibrobtasten) 





PCT/CH94/00234 



WO 95/16441 



PCT/CH94/00234 



„ 35 

VITA LITATSTEST 
mit humanen Tumorzetl-Llnlen 

A 

HL 60 promyeolytische LEUKAMIE 1 x 10* Zellen pro Well 

Proliferationstest (Tritium: 1>iCi/well H+) 



PRAPARAT 


10-5 
0,2 ppm W.S. 


10-4 
2 ppm W.S. 


10-3 
20 ppm W.S. 


8*-APOCAROTlN- 
10-UNDECENOAT 


11,8 % 


3.5 % 


3,7 % 


C 11:1-AZA- 
FRINYLESTER 


32,4 % 


12,7 % 


2,7 % 



AUSWEIS: %-VitalitSt nach 48 Stundcn mit 2-% MARIGENOLGD-KONZEN- 
TRATEN, als wfissrige Ultramikroemulsion (in VerdUnnung 1:100*000, 
1:10'000, 1:1*000) dem Medium einmal beigegeben. Bei der Beurteilung be- 
achte man die verhaitnismassig kurze Expositionszeit von 48 h. Kontrollen: 
76*589 cpm. 

Test durchgefUhrt von Dottoressa Anna Guarini, University degli Studi di 
Torino, Ciinica medica. 24.-27.1. und 14.-17.2.1994 



VITALITATSTEST 
mit humanen Tumorzell-Linien 

B 

K 562 LEUKAMIE * * ™ 4 P ro Wel1 

Proliferationstest (Tritium: 1fiCi/welI H+) 



PRAPARAT 

8'-APOCAROTIN- 
1 0-UNDECEN OAT 

C 11:1-AZA- 
FRINYLESTER 



10-5 
0,2 ppm W.S. 

28.5 % 

68.6 % 



10-4 
2 ppm W.S 

1.1 % 

8.2 % 



10-3 
20 ppm W.S. 

0 % 
0 % 



AUSWEIS: %-VitalitSt nach 48 Stunden mit 2-% MARIGENOL®- 
KONZENTRATEN,. als wassrige Ultramikroemulsion dem Medium einmalig 
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beigegeben. Bei der Beurteilung beachte man die verhSltnismiissig kurze 
Expositionszeit von 48 h. Kontrollen: 247M25 cpm. 

Tests durchgefuhrt von Dottoressa Anna Guarini, University degli Studi di 
Torino, Clinica medica. 



VITALITATSTEST 
mlt humanen Tumorzelt-Linien 

C 

TOM MELANOM 1 x 104 Zellen pro Well 

Proliferationstest (Tritium: 1fiCi/well H+) 2 x 10* Zellen pro Well 



PRAPARAT 



10-5 
0,2 ppm W.S. 



10-4 
2 ppm W.S. 



10-3 
20 ppm W.S. 



r-APOCAROTIN- 
1 0-UNDECENOAT 



69,1 Vo 



65,5 % 



17,2 % 



C 11:1-AZA- 
FRINYLESTER 



57,9 % 



56,8 % 



9,2 % 



AUSWEIS: %-Vitalitat nach 48 Stunden mit 2-% MARIGENOL©-KONZEN- 
TRATEN, als wassrige Ultramikroemulsion (in Verdiinnung 1:100'000, 
1:10*000 und 1:1'000) dem Medium einmalig beigegeben. Bei der Beurteilung 
beachte man die verhSltnismSssig kurze Expositionszeit von 48 h. 
Kontrollen: 57'816 cpm. 

Tests durchgefuhrt von Dottoressa Anna Guarini, University degli Studi di 
Torino, Clinica medica. 
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VITA LIT A TS TES T 
mit humanen TumorzelhLinien 

D 

ADK: Humanes pulmonares Adenocarcinom 2 x 10* Zellen pro Well 

Proliferationstest (Tritium: I^Ci/wel! H + ) 



PRAPARAT 


10-S 

0,2 ppm W.S. 


10-4 
2 ppm W.S. 


10-3 
20 ppm W.S. 


B'-APOCAROTIN- 
1 0-UNDECENOAT 


11.7 % 


6.7 % 


0 % 



AUSWEIS: %-VitalitSt nach 48 Stunden mit 2-% MARIGENOL®-KONZEN- 
TRATEN, als wMssrige Uitramikroemulsion dem Medium einmalig beigege- 
ben. Bei der Beurteilung beachte man die verhSltnismMssig kurze Exposi- 
tionszeit von 48 h. Kontrollen: 57*816 cpm. 

Tests durchgefuhrt von Dottoressa Anna Guarini, University degli Studi di 
Torino, Clinica medica. 

VITALITATSTEST 
mit humanen TumorzelhLinien 

E 

HL 60 promyeolytische LEUKAMiE 2 x 104 Zellen pro Well 

Proliferationstest (Tritium: 1^Ci/well H + ) cpm * 82*667 



PRAPARAT 
(2 %-MARIGENOL®- 
KONZENTRAT) 


10-4 
2 ppm W.S. 


10-3 
20 ppm W.S. 


C-30-ALKOHOL 


2,3 


0,99 


C 30-SAURE 


1.7 


0,75 


C 11:1-8'-APOCAROTINYL- 
ESTER 


1.7 


1.5 


ZEAXANTHIN-di-UNDE- 
CENOAT 


3.5 


1.2 


P-CAROTIN 


3,2 


1.1 
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AUSWEIS: %-Vitalitat nach 48 Stunden mit 2-% MARIGENOL0-KONZEN- 
TRATEN, als wassrige Ultramikroemulsion dem Medium einmallg beigege- 
ben. Bel der Beurteilung beachte man die verhSltnismassig kurze Exposi- 
tionszeit von 48 h. Kontrollen: 82*667 cpm. 

Tests durchgefUhrt am 7.-10.6.1994 von Dottoressa Anna Guarini, University 
degli Studi di Torino, Clinica medica. 
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VITALITATSTEST 
mit humanen Tumorzell-Linien 

F 

K 562 Chronische LEUKAMIE 

(Leucemia mieloide cronica, crisi blastica) 2 x 10* Zellen pro Well 

Proliferationstest (Tritium: 1jiCi/well H + ) cpm = 138'833 



PRAPARAT 
(2 %-MARIGENOL®- 
KONZENTRAT) 


10-4 
2 ppm W.S. 


10-3 
20 ppm W.S. 


C-30-ALKOHOL 


37,1 


0.7 


C 30-SAURE 


18,6 


0,5 


C 11:1-8'-APOCAROTINYL- 
ESTER 


17,4 


0,4 


ZEAXANTHIN-di-UNDE- 
CENOAT 


38,6 


1.0 


B-CAROTIN 


18,5 


0.6 









AUSWEIS: %-Vitalitat nach 48 Stunden mit 2-% MARIGENOL0-KONZEN- 
TRATEN, als w&ssrige Ultramikroemulsion dem Medium einmallg befgege* 
ben. Bei der Beurteilung beachte man die verhaitntsmMssig kurze Exposi- 
tionszeit von 48 h. Kontrollen: 138*833 cpm. 

Tests durchgefUhrt am 7.-10.6.1994 von Dottoressa Anna Guarini, University 
degli Studi di Torino, Clinica medica. 

LANGZEITVERSUCH 

Urn herauszufinden, ob bei lingerer Exposition stgnifikante VerSnderungen 
an der Tumorzelle - sei es in Richtung Regression Oder Redifferenzierung - 
festzustellen seien, wurde mit Py6-Zellen auch ein Langzeitversuch an- 
gestellt, der Uber 41 Tage gefUhrt wurde. (Experiment vom 24.05.1994 bis 
zum 29.06.1994). Eingesetzt wurden als Kontrollen nicht transformierte 3T3 
Mausfibroblasten, sowie die Polyomavirus-transformierten 3T3 MT 18 Zellen. 
Als LeitprSparate wurden gepruft: ein 2%-PHYSALlEN-Konzentrat (Zea- 
xanthtn-di-Palmitat) und ein 2 % C1 1:1.8'.APOCAROTINYLESTER-K nzen- 
trat. 
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Einzelheiten zum Prufprotokoll: Nach der Aussaat ist das Zellwachstum 
anfanglich langsam. Nach 12 Tagen treten, Dosis-abhangig, viele nekro- 
tische Zellen auf. Auswaschen der Kulturen mit EDTA. Neuzusatz von 
Medium und wirkstoff haltiger Mikroemulsion in je 3 verschiedenen Konzen- 
trationen (wie zu Beginn des Versuches) nach 13 . und 20 Tagen. 
Wiedereinsetzen des Zellwachstums bei alien Uberlebenden Gruppen. Nach 
34 Tagen erneutes Auswaschen, sowie Zugabe von frischem Medium und 
Konzentrat. Abbruch des Versuchs nach 41 Tagen. 

Ergebnis: Die morphologischen Unterschiede zwischen den transformlerten 
und den nlchUtransformierten Zellen slnd im in-vitro Test selbst bei 
Versuchsende an den uberlebenden Populationen immer noch feststellbar. 
Die transformlerten Zellen besltzen ISngere Filopodien und behalten diese 
Charakteristik bei. 



Analytischer Nachweis 

1) Identifikation der APOCAROTIN-ESTER 

Kapillarzonen-Elektrophorese mit einem Gerat von Beckman instruments, 
bzw. von BIORAD. 

Bedingungen: DL-a-Tocopherol 50 tnM; Puffer pH = 9,5 Na-tetra-Borat 

Run 15 kV, Messung bei 195 nm 

Der Wirksubstanz-Peak erscheint nach ca. 4 Minuten. 
Auflttsung bis 0,5 ppm. 

2) Identifikation der Konzentrat-Mizellen in der wMssrigen Mikro- 
emuision/bzw. im Zellplasma der Tumorzellen. 

Gleiche Methodik wie 1). 
Der charakteristische Peak fUr die Apocarotin-Ester erscheint nach ca, 8 
Minuten; die VerzOgerung gegenUber der reinen W.S.-Messung ist eine F Ige 
der Ummantelung der inneren Phase der Konzentrate mit Tensiden. Sie gibt 
einen wichtigen Hinweis auf das Diffusionsverhaiten der Ultramikro- 
emulsion. 

3) Nachweis der Membran-Penelrati n an der Tumorzelle 

Am Lichtmikr skop (wie auch am Elektronenmikr skop) ISsst sich aufzeigen, 
dass wenige Stunden nach der Inkubation (Beispiel 3T3 Py6-Zellen der 
Maus; diinn ausgesat, mittlere VerdUnnung der Wirkst ff-K nzentrate) sich 
ein Kranz v n Vakuolen urn den Zellkern herum ausbildet. 
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4) APOCAROTIN-PALMITAT, n = 13 

Orange Kristalle aus t-Butylmethylester/Pentan bei - 20 # C. Smp. 73,5-75,5 
•C, nach Sintern ab 70 °C; Wiedererstarren und endgUltiger Smp. 87-91 *C. 
UV/VIS (CH2CI2. quantitativ): X ma x sh 410 nm (44*000), 432 nm (59*400) 457 
nm (50*800). IR (CHCI3. Auswahl von Banden); frei von OH-Banden, 1728 cm* 
1 (vs., Estercarbonyl); 1H-NMR (CDCI3), 300 MHz : 0,888 (t, 0-CH3); 1.038 
[CH3 (16,17)]; 1,264 [(CH 2 )16]; 1,725 [CH3 (18)]; 1,846 [CH3 (19')]; 1,956 
[CH3 (19,20)]; 2,344 [t, a-CH 2 ); 4,565 [s, CH2(8')]; 6,1 - 6,7 ppm 
(Vinylprotonen). 

5) APOCAROTIN-STEARAT, n = 15 

Orange Kristalle aus t-Butylmethylester/Pentan bei - 20 °C t Smp. 80-81 # C, 
nach Wiedererstarren 80*89 °C; IR (CHCI3, Auswahl von Banden); frei v n 
OH-Banden, 1728 cm-1 (vs., Estercarbonyl); UV/VIS (CHCI2), quantitativ): 
Xmax sh 410 nm (61*700), 433 nm (87*900) 458 nm (76M00). 1 H-NMR (CDCI3), 
300 MHz : 0,888 (t, 0-CH3); 1,039 [CH3 (16,17)]; 1,264 t(CH 2 )16]; 1,726 [CH3 
(18)1; 1»848 [CH3 (19')]; 1,957 [CH3 (20')]; 1,982 [CH3 (19,20)] 2,345 [t, a>- 
CH2); 4,566 [s, CH2(8')]; 6,1 - 6,7 ppm (Vinylprotonen). 

B. DATEN zu AZAFRINOL und AZAFRIN YL-ESTERN 

1) Eigenschaften von Azafrinol: 

Smp. 133-134 °C (Vakuumrbhrchen). Verbrennungsanalyse fiir C27H40O3 
(412,6): Ber. C 78,59 H 9,77 % ; gefunden C 78,30 H 9,56 %. UV/VIS (EtOH, 
log e): 432,4 (4,514), 375,2 (4,805), 396,0 (5,011), 420,0 (5,005); 

fa] — = 85,1° (c = 21,80 mg in 2,00 ml EtOH): 
L J D 

CD ((EtOH.c * 1,192.10-5 M, Ac, Hauptbanden) : 237,2 (-2,5), 370,4 (-1,4), 
386,0 (-1,2), 420,4 (-1,6). IR (KBr): sehr breite OH-Banden urn 3450 cm-1, 
keine Banden tm Carbonylbereich; IR (CH2CI2): 3600 cm-1, keine 
Cabonylbanden; 

CI-MS (NH3): 413 [M+1 (13)], 396 [M + 2-H 2 0 (30)], 395 IM + 1-18 (100)]. 

2) Eigenschaften von AZAFRIN YL'ESTERN 
2.1) AZAFRIN YL-1 0-UNDECENOAT 

UV/VIS (Et20, qual.): scharfes Oreibandenspektrum mlt X m ax 375, 394,5, 419 
nm; (Benzol qual.): 377, 402, 428 nm. IR (CH2CI2, Auswahl von Banden): 2,78 



WO 95/16441 



PCT/CH94/00234 



- 42 - 

>i f (= OH-frei) v ca. 2,9 \l = OH intermolekular gebunden), 5,8 n (1723 cm-1), 
vs. Estercarbonyl; 1H-NMR (CDCI3), 300 MHz. Auswahl von Banden): 
fUr den Azafrinolteil*): 0,85, (CH3O6)); 1,15 (CH 3 (17)); 1,19 <CH3(18)); 1,91 
(CH3(20')); 1,98 (CH3(19,20)); fiir den SSureteil: 1,30 ((CH2)7); 2,33 (t, a- 
CH2); 4,9 (m, ©-CH2); 5,8 (m, y-CH). 

*) Neuere NMR-Spektren von Azafrin und Derivaten, vgl. P. Uebelhart und 
C.H. Eugster, Helv.Chim.Acta 1982, 65, 353. 

2.2) Andere Ester: 




OH 

n = 9 ; n = 13 ; n = 
Azafrinyl-Laurat 
Azafrinyl-Palmitat 
Azafrinyl-Oleat 



15 , bzw. 

UV/VIS 376, 402, 428 nm, 
UV/VIS 372, 402, 428 nm 
UV/VIS 379, 402, 428 nm. 



(CH) ; 



n 



CH 



C) Chromatographische Identifikation der APOCAROTIN-ESTER 
Kapillarzonen-Elektrophorese mit einem Gerat von Beckman Instruments, 

bzw. von BIORAD. c 

Bedingungen: DL-a-Tocopherol 50 mM; Puffer pH = 9,5 Na-tetra-B rat 

Run 15 kV, Messung bei 195 nm 

Der Wirksubstanz-Peak erscheint nach ca. 4 Minuten. 
Aufl&sung bis 0,5 ppm. 

D) Chromatographische Identifikation der Konzentrat-Mizellen in der 
wassrigen Mikroemulsion/bzw. im Zellplasma der Tumorzellen. 

Gleiche Methodik wie C). 
Der charakteristische P ak fur die Apocarotin-Ester erscheint nach ca. 8 
Minuten; die Verzogerung gegenuber der reinen W.S.-Messung ist eine Folge 
der Ummantelung der inneren Phase der K nzentrate mit Tensiden. Sie g.bt 
einen wichtigen Hinweis auf das Diffusionsverhalten der Ultra- 
mikroemulsi n. 
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E) Nachweis der Membran-Penetration an der Tumorzelle 

Am Lichtmikroskop (wie auch am Elektronenmikroskop) l&sst sich aufzeigen, 
dass wenige Stunden nach der Inkubation (Beispiel 3T3 Py6-2e!len der 
Maus, d.h. transformierte Fibroblasten; dUnn ausgesdt, mittlere VerdUn- 
nung der Wirkstoff-Konzentrate) sich ein Kranz von Vakuolen um den 
Zellkern herum ausbildet. 

Der analytische Nachweis, dass diese Vakuolen die Apocarotinester- 
Wirksubstanzen enthalten, kann sehr deutllch dadurch erbracht werden. 
dass man den gereinigten inkubierten Tumorzellen das Zellplasma entnimmt, 
es zentrifugiert und mit einer 0,05 %-Ltisung von Uvitex® CF cone. (CIBA- 
GE1GY) in Aceton/Wasser (85:15) Oder von Uvitex® EBF (CIBA-GEIGY) Oder 
von Tinopal® GS (CIBA-GEIGY) versetzt. 

Die eingesetzten erfindungsgetreuen Apocarotinester loschen die durch den 
Marker Uvitex CF cone, bzw. Uvitex EBF, bzw. Tinopal GS hervorgerufene 
Fluoreszenz im langwelligen UV-Lichtbereich aus; auf der DUnnschicht- 
Platte entsteht eine blaue FSrbung. UV-Scanning bei 366 nm. Kontr tie 
mithilfe von mizellarer Kapiilar-Zonen-EIectrophorese, (Beckman Instru- 
ments, P/ACE System 2100). 
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AUSWIRKUNG auf das BLUTBILD 
(VertrSglichkeit der MAR1GENOL0-PRAPARATE) 

TOXIZITAT von MARIGENOL®-KONZENTRATEN 

an der BALB/c-Maus 



%-Anteii der Blutkorperchen 



PrMparat 


L 


M 


N 


E 


B 


G 17 10-7 
10-5 
10-3 


70 ± 6 
77 ± 6 
69 ± 10 


11 ± 3 

6 ± 3 

7 ± 5 


13 ± 4 
11 ± 4 
22 ± 8 


6 ± 4 
5 ± 4 
2 ± 2 


0 

1 ± 1 
0 


G 41 10-7 
10-5 
10-3 


77 ± 6 

78 ± 4 
80 ± 6 


6 ± 3 
10 ± 2 
8 ± 2 


13 ± 5 
10 ± 4 
10 ± 6 


3 ± 3 
1 ± 1 
12 ± 1 


0 

1 ± 1 

0 


G 44 10-7 
10-5 
10-3 


74 ± 17 
74 ± 6 
76 ± 5 


10 ± 1 
9 ± 4 
6 ± 4 


20 ± 9 
14 ± 7 
16 ± 8 


1 ± 1 
4 ± 3 

2 ± 1 


0 
0 
0 


G 55 10-7 
10-5 
10-3 


78 ± 4 
69 ± 10 
77 ± 5 


10 ± 4 

11 ± 3 
6 ± 4 


10 ± 4 
18 ± 4 
14 ± 2 


2 ± 1 

1 ± 1 

2 ± 1 


0 
0 

1 ± 1 


KONTROLLEN 
(Phys. Puffer) 


76 ± 5 


8 ± 2 


15 ± 4 


1 ± 1 


0 



G 17 2 %-Konzentrat mit C 5:0-iso-CHOLESTERYLESTER 

(Cholesteryl-iso-Valerat) 

G 41 2 %-Konzentrat mit C 1 1 :1-ERGOSTERYLESTER 

(Ergosteryl-10-Undecenoat) 

G 44 2 %-Konzentrat mit C 1 8:2-CHOLECALCIFERYLESTER 

(C 18:2-D3 ; Vitamin-D3-Linolat) 

G 55 2 %-Konzentrat mit C 4:1-CHOLECALClFERYLESTER 

(C 4:1-D3 ; Vitamin-03-Crotonat) 

Verdunnungen: 10-7 = 0,1 ppm Konzentrat; 0,002 ppm Wi'ksubstanz 

10-5= 10 ppm Konzentrat; 0,200 ppm Wirksubstanz 
10-3 = 1-000 ppm Konzentrat; 20,000 ppm Wirksubstanz 
(auf die wassrige Mikroemulsion berechnet) 
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Legende: 

L = Lymphocyten 

M = Monocyten (Makrophagen) 

N = Neutrophile Granulocyten 

E = Eosinophile Granulocyten 

B = Basophile Granulocyten 



Durchftihrung der Proben: Prof. Dott. Guido FORM, Dotta Stefania VAI, 
University di Torino, Dipartimento di Scienze Cliniche e Biologiche, Ospe- 
dale San Luigi Gonzaga, 1*10*043 ORBASSANO (TO), August/September 1993. 

Test mit normalen 8-wbchigen weiblichen BALB/c nAncr (H-2d)-M2usen, 
geliefert von Charles River Laboratories, Calco (Italien). WShrend 4 Wochen 
taglich zweimalige Injektion i.v. von je 0,250 ml wassriger Mikroemulsl n, 
gebildet aus den angegebenen Konzentraten, bzw. mit physiolgischem 
Puffer fur die Kontrollen. FMrbung mit May Grunwald-Giemsa. 

Zeit der Behandlung: 28 Tg. 

Blutanalyse nach der letzten Injektion 

Anzahl Tiere: 13 Gruppen zu 5 je Tieren 

RESULTAT: Es treten keine signifikanten Unterschiede auf zu den 
Kontrollen. Es konnte keine ToxizitSt der Konzentrate auf die Leukozyten- 
Population festgestellt werden. Auch die Erythrozyten-Population zeigt 
normale Werte. Alle Tiere waren und blieben gesund bis zum Schluss der 
Versuche. 
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PATENTANSPRUCHE 

1) Spontan dispergierbare Konzentrate, welche mit Wasser Oder 5%- 
Glucoseldsung verdQnnt, thermodynamisch stabile Ultramlkroemulsi nen 
ergeben mit Mizellen, die einen hydrodynamischen Radius von 1,5 bis 3 nm 
aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass fotgende Komponenten zu einem 
System zusammengefttgt sind: 

0,001 bis 30 Gewichts-% einzelner Ester mit Apocarotinolen der Formeln (I) 
bis (IX), bzw. eine Kombination solcher Ester 



O 





11 

CH 2 — O — c — R 1 



CHj 

(VII) 




0 bis 40 G wichts-% eines als Hydrotrop Oder Co-Emulgator dienenden 
pharmazeutisch vertraglichen Ltisungsmittels oder Losungsmittelgemisches, 
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0,001 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertraglichen Tensides oder Tensid- 
gemisches, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Stabilisators oder eines Penetrationsverbes- 
serers und TrSgerstoffe und/oder Verdunnungsmittel. 

2) Spontan dispergierbares Konzentrat, enthaltend Apocarotinylester der 
Formeln (!) bis (IX) gemSss Anspruch 1, zur Verwendung als Arzneimittel mit 
r Wirksamkeit gegen Tumore, Psoriasis und Ekzeme. 



3) Spontan dispergierbares Konzentrat gemdss Anspruch 1, dadurch ge- 
kehnzeichnet, dass folgende Komponenten zusammengefugt sind: 

0,5 bis 30 Gewichts-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis 
(IX), 

1 bis 40 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat oder Oleum 
neutrale, 

0 bis 45 Gewichts-% eines PhosphorsMureester-Tensides, 

5 bis 90 Gewichts-% des wasserfreien OctylphenylpolyoxySthylenather- 
Tensids mit 9 bis 10 OxySthylengruppen. 

4) Spontan dispergierbares Konzentrat gemSss Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass folgende Komponenten zusammengefugt sind: 

0,5 bis 30 Gewichts-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis 

(IX), 

1 bis 40 Gewichts-% eines oder mehrerer biotensider Ester der allgemeinen 
Formel (XXIV), 

R 4 COO— R 5 

(XXIV) 

worin R 4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl. Phytyl oder Isophytyl und R 5 eine 
Ci- bis C 32 -Akyl. bzw. C 2 - bis C 3 2-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 

5 bis 90 Gewichts-% eines pharmavertraglichen Tensides oder Tensidge- 
misches, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gewichts-% eines Stabilisators oder eines Penetrati nsver- 
besserers und Tragerstoffe und/ der Verdunnungsmittel. 



♦ 
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5) Spontan dispergierbares Konzentrat gemass Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass folgende Komponenten zu einem Systempraparat zusam- 
menfUgt sind: 

10 Gewichts-% eines fcligen Wirkstoffes der Formeln (I) bis (IX), 

0 bis 20 Gewichts-% Isopropylmyristat, tsopropylpalmitat, Oleum neutrale 

oder eines/bzw. mehrerer biotensider Ester der ailgemeinen Forme! (XXIV) 

R 4 COO— R s (XXIV) 

worln R4 Citronellyl, Geranyt, Farnesyl, Phytyl Oder Isophytyl und Rs eine 
Ci- bis C32-Akyl v bzw. C2- bis C32-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 

35 bis 45 Gewichts-% des wasserfreien Octylphenylpolyoxyathylenather- 
Tensids mit 9 bis 10 Oxyathylengruppen, 

35 bis 45 Gewichts-% des Mischemulgators, bestehend aus je 50 % der 
beiden Verbindungen mit Formeln: 

O 
II 



C 9 H, t-^^ 0 (~CH 2 -CH 2 -0 ^P— OCH, 



I 

OH 



C 9 H 1 ° ("CH 2 -CH 2 -0 )^P— OCH 3 

OCH 3 

oder des Tristy ry I phenol poly oxyphyle n-18-m on o/dimethyl-phop horsSure- 
ester Tensids, 

6) Spontan dispergierbares Konzentrat gem&ss Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass folgende Komponenten «cu einem Systempr&parat 
zusammenfugt sind: 

2 bis 5 Gewichts-% eines kristallinen Wirkstoffes der Formeln (I) bis (IX), 
10 bis 20 Gewichts-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat, NeutraiOl Oder 
eines/bzw. mehrerer biotensider Ester der ailgemeinen Formel (XXIV) 

R 4 COO— fc R 5 (XXIV) 

w rin R4 Citronellyl, Geranyl, Farnesyl, Phytyl oder Isophytyl und R5 eine 
C1- bis C32-Akyl, bzw. C2- bis C32-Alkenyl- oder Alkapolyengruppe 
bedeuten, 
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35 bis 45 Gewichts-% des wasserfreien Octylphenylp lyoxyathylenSther- 
Tensids mit 9 bis 10 OxySthylengruppen, 

35 bis 45 Gewichts-% des Mischemulgators, bestehend aus je 60 % der 
beiden Verbindungen mit Formeln: 

O 
II 



C 9 H 19 -^3 0 ^"a-^V 0 ^To-P— ° CH 3 



OH 



C fl H, 9 ° <- CH 2- CH 2-° ^To-P— ° CH 3 

OCH 3 

Oder des Tristyrylphenolpolyoxyathylen-18-mono/dimethyl-phophorsaure 
ester Tensids. 



7) Neue Ester mit Apocarotinolen der Formeln (I) bis (IX) 

O 



CH. CH 




CH, CH 




CH 




(") 



CH 



O 

II 



(IH) 




CH— O — c — R 1 

CH 3 



(VII) 




(IX) 




♦ 
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V 

worin Ri fur eine C4- bis Cis-Alkyl-, eine C2- bis C1 s-Alkenyl-, bzw. 
Alkapolyen-. eine C2- bis Ci8-Alkinylgruppe Oder fUr ein Radikal der Formel 

(XII) 

CH. CH, 9H 3 CH 3 




(XII) 



stefit. 



8) Das p-Apo-S'-carotinyl-IO-undecenoat, p-Apo-B'-carotinyl-laurat, p-Ap -8'- 
carotinyl-palmitat, p-Apo-B'-carotinyl-stearat, sowie das Azafrinyl-1 0-unde- 
cenoat, Azafrinyl-laurat. Azafrinyl-palmitat und das Azafrinyl-stearat gemass 
Anspruch 7. 

9) Verfahren zur Herstellung von Estern mit Apocarotinolen gemass An- 
spruch 7, dadurch gekennzeichnet. dass man ein Apocarotin der Formeln 
(XV) bis (XXXIII) : 




H,OH 



CH 



(XV) 




CH 2 OH 




(XVI) 



CH 2 OH 



(XVII) 




(XXIII) 



mit dem Chlorid, bzw. Bromid einer Saure der Formel (XIV) 
R 3 COOH (X 
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wobei R3 fUr eine Ci- bis C32-Alkyl-, eine C2- bis C 32 -Alkenyl-. bzw. 
Alkapolyen-, eine C2- bis C32-Alkinylgruppe Oder fUr ein Radikal der 
Formeln (X) oder (XI) steht 

<JH, 

R 2 — (-C H=C H-C=C H-)- 

CH, 

r— <-CH=CH-C=CH-)-(-CH=CH-CH=C->-CH=CH 

2 n ' " 



(X) 



CH, 



(XI) 



worin n die Zahlen 1. 2, 3, 4 oder 5 bezeichnet und R2 eines der Radikale der 
Formeln 



CH, 



CH 




CH, 



CH 




CH. 




CH 



OCH, 




CH 



CH. 




OH 



CH. 



CH, 

^JyOCH, 

CH, 




CH, 



CH, 



CH. 



OH 




CH,CH, 




CH, 



OCOCH, 
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COCHj Oder 




wiedergibt. bei elner Temperatur von 0 bis 60 »C unter Schutzgaszuleitung 
in einem indifferenten Losungsmittel und in Gegenwart eines Katalysat ren 
umsetzt. 

10) Verfahren zur Herstellung von p-Apo-S'-carotinylestern, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man den S'-Apo-p-carotin-B'-sauremethylester bei -30 «C mit 
DIBAH (Diisobutylaluminiumhydrid) reduziert. urn den C30-A!koh I als 
Zwischenstufe zu gewinnen, der sodann mit einem aliphatischen Saure- 
chlorid in Et 2 0 und Pyridin bei - 30 «C and anschliessend bei Raum- 
temperatur verestert wird. 

11) Verfahren zur Herstellung von Azafrinylestern, dadurch gekennzeichnet. 
dass man zunachst Azafrinol aus Azafrinmethylester mittels DIBAH-Reakti n 
herstellt und diese Verbindung unmittelbar anschliessend mit einem 
aliphatischen Saurechlorid in Et 2 0 und Pyridin bei - 30 °C and anschlies- 
send bei Raumtemperatur verestert. 
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